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研究成果の概要（和文）：SLCトランスポーターは多くの生理機能が未だに分かっていない。生体内のアミノ酸
のほとんどがL-アミノ酸だが、微量ながらD-アミノ酸も存在し、重要な役割を持つことが明らかになってきた。
本研究では、マルチオミクスと様々な輸送機能解析系を統合した多階層的アプローチでD-アミノ酸輸送システム
同定を目指した。その結果、ASCT2とSMCT1・SMCT2が腎臓のD-セリン輸送システムであることを明らかにした。
これらは生理的に補完的に働き、病理的条件下ではASCT2が主要な役割を果たす。本研究成果は、腎臓D-セリン
輸送や非標準基質輸送の重要性を明らかにし、微量分子の輸送システム解析の枠組みを提供する。

研究成果の概要（英文）：Many transporters are orphans with unknown physiological functions, leaving 
many nutrient transport systems unclear. While amino acid transport research focuses on L-amino 
acids, trace amounts of D-amino acids, such as D-serine, also exist and play significant roles. 
However, D-serine transport mechanisms are largely unknown. This study used a "multi-hierarchical 
approach" integrating multi-omics analyses and various transport function systems, from synthetic 
cell-free to ex vivo and in vivo models, to identify renal D-serine transport systems. Two systems 
were identified: ASCT2 and the monocarboxylate transporters (SMCTs). These systems are 
physiologically complementary, with ASCT2 playing a primary role under pathological conditions. The 
findings highlight the importance of non-canonical substrate transport and provide a framework for 
investigating multiple transport systems of various trace micromolecules.

研究分野： 生化学、膜輸送体、プロテオミクス
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
輸送システムの生理的基質を明らかにする「多階層的アプローチ」を開発し、D-セリンがモノカルボン酸輸送体
の隠れた生理的基質であることが見いだされた。本成果は、D-セリンの腎機能マーカーとしての機序解明に繋が
り、さらに生体内で重要な働きをする様々な微量分子の複雑な輸送システムを明らかにする手法を提供するもの
である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒト体内には、450 種類以上の SLC(Solute carrier)トラ ンスポーターが存在するが、そのう
ち 30%の機能は不明である。更に、機能、つまり輸送基質が報告されている分子でも研究はそ
れほど進んでないことが多く、 生理的基質が解明されていないことも多々ある。トランスポー
ター分子が主要な栄養素を輸送する場合や分子の異常が疾患に直結する場合は、少しずつ研究
が進んできたが、微量に存在する物質を輸送するトランスポーター分子についてはほとんど明
らかになっていない。アミノ酸は主要栄養素であり、そのトランスポーターの研究は進んでい
る。生体内のアミノ酸が L 体であることはよく知られているが、微量ながら D-アミノ酸も生体
内で存在しており、生体内で重要な役割を持つことが明らかになってきた。D-セリンはほ乳類
の大脳皮質において遊離セリン全体のうち の 25%を占めており（1）、N-methyl-D-aspartate
型グルタミン酸受容体(NMDAR)のコアゴニストとして、興奮性神経伝達やシナプス可塑性、
学習・記憶などの脳高次機能の制御に重要な役割を果たすことが明らかにされている。 
近年、腎機能マーカーとして D-セリンが腎臓の機能を反映することが示されており（2）、D-

セリン量は酵素による合成・分解だけではなく腎臓のトランスポーターによる再吸収・排出に
よって制御されていると考えられている。しかしながら、腎臓における D-セリンの輸送メカニ
ズムは不明であった。 
 
２．研究の目的  
 本研究の目的は、D-セリン輸送システムを構成するトランスポーター分子を同定し、その全
体像を明らかにすること、さらには D-アミノ酸のような生体内において微量かつ生理活性を持
つ物質を輸送するトランスポーターの生理的輸送機能を解明するための研究手法構築である。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は、生体内の複雑な環境に
おいて複数のトランスポーターがどのよ
うに協力して働いているのかを明らかに
するための研究方法として「多階層的ア
プローチ」という手法を用いた（図
１）。この方法は、生体レベルから細胞
や分子のレベルまで、さまざまな階層で
生命現象を解析し、その結果を連結する
ことで、トランスポーターの生体内での
機能を明らかにする。網羅的な手法によ
り体液や臓器レベルから代謝物や遺伝
子、タンパク質の変動を解析し、バイオ
インフォマティクスを用いてデータを統
合し、候補分子群を選別する。さらに、
スクリーニング系および輸送機能解析系
により、トランスポーターの機能を解析することにより成り立つ。本研究では、微量な微小分
子（D-アミノ酸）の変化を検出するメタボロミクス（3）、生理的状況の変化により変動するト
ランスポーター分子を見つけるプロテオミクス(4)、目的の小分子を 輸送する可能性のあるト
ランスポーターを選ぶスクリーニング、任意のトランスポーター分子のみの機能解析が可能な
無細胞システム（リポソーム再構成系）(5)、そして生理的なトランスポーターの協力関係を制
御することが可能な刷子縁膜小胞を用いた ex vivo 輸送解析などの手法を組み合わせた。 
 
４．研究成果 
1) 腎臓急性障害（AKI）モデルマウス体液キラルアミノ酸メタボローム解析 
 腎臓に関連するキラルアミノ酸の変動を明らかにするために、急性腎障害（AKI）モデルマ
ウス（6）の血漿と尿中の 20 種類のアミノ酸の L-体および D-体を測定した。AKI 後の血漿にお
いて、D-/L-セリンの比率が時間の経過とともに増加した（図 2A）。一定量の D-アラニンと D-
プロリンが検出されたが、これらの D-/L-比の変化は腎障害後に一過的であった（図 2B）。これ
まで明らかになっているアミノ酸輸送システムでは、セリン、アラニン、プロリンは同じ輸送
システムで輸送される。セリンの D-/L-比の変動がアラニンやプロリンの D-/L-比の変動と異な
ることから、D-セリンは、D-アラニン、D-プロリン、またこれら全ての L-体とは異なる輸送シ
ステムによって輸送されていることが推測された。 
 
2) プロテオミクスとスクリーニング系による D-セリントランスポーター候補の選択 
上記、AKI マウスモデルから調製した腎刷子縁膜小胞（BBMVs）のプロテオミクス解析を行

い、D-セリン輸送体候補の同定を試みた。その結果、4,423 個のタンパク質が同定され、そのう
ち 398 個がトランスポーターに分類された。その中で、中枢神経系において D-セリントランス
ポーターであることが示唆されている ASCT2 が、AKI 後に若干上昇することが観察された（図

図 1「多階層的アプローチ」 



3A）。実際に、ASCT2 ノックアウト（ASCT2-KO）細胞では、D-セリン輸送が減少する（図
3B）。 

ASCT2 はセリン、アラニン、プロリンを輸送する。一方で、キラルアミノ酸メタボロミクス
結果において D/L セリン比の動きはユニークであり、別分子が D-セリントランスポーターとし
て関与していることが示唆された。D-セリントランスポーター候補を選別するために、ASCT2
をカットオフ分子とし、ASCT2 よりも増加または減少しているトランスポーター分子、10 種類
を次のスクリーニングの対象とした（図 3A）。高濃度の D-セリンは培養細胞の細胞増殖を阻害
することが知られている。そこで高濃度 D-セリン存在下において細胞増殖を判定することで、
候補トランスポーター分子を選別した。D-セリンを輸送することが培養細胞を用いた実験で明
らかになっている Asc-1 をポジティブコントロールとした。その結果、モノカルボン酸トラン
スポーターSMCT1 と SMCT2 を強制発現させた細胞で、高濃度 D-セリン存在下で細胞増殖が顕
著に阻害された（図 3C）。プロテオミクスでは、AKI モデルにおいて SMCT1 と SMCT2 が減少
していた（図 3A）。以上の結果から、SMCT1 と SMCT2 を D-セリントランスポーター候補とし
て選択した。 

 
3) SMCTs 発現細胞および無細胞システムによる D-セリン輸送解析 

SMCTs（SMCT1 および SMCT2）は、乳酸、プロピオン酸、ニコチン酸などのモノカルボン
酸を輸送することが知られている。SMCT1 および SMCT2 における D-セリン輸送の特性を明ら
かにするために、SMCT1 および SMCT2 の安定細胞株を作成し、ASCT2 をノックダウンした状
態で輸送解析を実施したところ、SMCT1 および SMCT2 の両方の安定発現株で D-セリン輸送の
増加が見られた（図 4A）。一般的な培養細胞ほぼ全てに ASCT2 が発現していることから、
ASCT2 による D-セリン輸送の背景値を培養細胞で無くすことは困難である。そこで、精製した
SMCT1 分子をリポソームに再構成したプロテオリポソーム（無細胞システム）を用いた。その
結果、SMCT1 が D,L-セリン両方を輸送することが示され、その輸送は L-体よりも D-体に選択
的であった（図 4B）。 

図２：AKI マウスにおける血漿中の D/L-アミノ酸の比率 

図３：A)プロテオミクスから同定されたトランスポーター。B)ASCT2-KO 細胞における D-
セリン輸送。C)細胞増殖アッセイによる D-セリントランスポーターのスクリーニング。 

  



 

 
 
4) 腎近位尿細管上皮における ASCT2 と SMCTs の D-セリン輸送 
次に、腎臓でも D-セリン再吸収における ASCT2 と SMCTs の機能的寄与を刷子縁膜小胞を用

いた ex vivo 輸送解析により明らかにした。ASCT2 および SMCTs の機能は、ASCT2 がグルタミ
ンと小型中性アミノ酸交換体であることを利用し、グルタミンの小胞内 pre-load の有無により
ASCT2 の輸送機能を制御し、SMCTs 阻害薬イブプロフェンを使用して SMCT2 の機能を制御し
た。その結果、正常腎臓における D-セリン輸送は、ASCT2 と SMCTs の両方が同等の割合で協
働していることが示された（図 5A）。一方、AKI モデルでは、SMCTs の輸送活性が急激に低下
するが、ASCT2輸送活性は大幅に向上した（図5B）。近位尿細管におけるASCT2およびSMCTs
の局在は、これまでの報告と新たに作成した抗体を用いた免疫染色で確認し、さらに AKI モデ
ルの公開 snRNA-seq データの再解析によっても確認した（図 5C）。 
 
 

  
以上の結果から、腎近位尿細管における D-セリン輸送システムのモデルを提唱した（図 5）。

正常な腎臓では、近位尿細管 S1+S2 セグメントにおける SMCT2 と S3 セグメントにおける
SMCT1 の発現レベルが高く、一方で ASCT2 は低い。SMCT1 は低親和性であり、ASCT2 は高親
和性 D-セリントランスポーターであると考えられるため、SMCTs と ASCT2 は、同程度に D-セ
リンの再吸収に貢献している。SMCTs の親和性が低いために、再吸収される D-セリンの総量は
比較的低いと考えられる。一方、AKI では、SMCT1 と SMCT2 の発現レベルが著しく低下し、
ASCT2 が増加する。ASCT2 の高い D-セリン親和性と全ての近位尿細管セグメントでの発現に
より、近位尿細管全体で D-セリンの再吸収が増加していることが示唆される（7）。  

図４：細胞発現システム（A）および無細胞システムにおける D-セリンの輸送解析（B） 

図５：正常な腎臓（A）および AKI モデル（B）における生体組織を用いた D-セリンの輸送解析 
（C）snRNA-seq データの解析結果 



 
 

 
 
＜引用文献＞ 
（1） Hashimoto A, Nishikawa T, Hayashi T, Fujii N, Harada K, Oka T, Takahashi K. The presence of 

free D-serine in rat brain. FEBS Lett. 1992 Jan 13;296(1):33-6. doi: 10.1016/0014-
5793(92)80397-y. PMID: 1730289. 

（2） Kimura T, Hamase K, Miyoshi Y, Yamamoto R, Yasuda K, Mita M, Rakugi H, Hayashi T, Isaka 
Y. Chiral amino acid metabolomics for novel biomarker screening in the prognosis of chronic 
kidney disease. Sci Rep. 2016 May 18;6:26137. doi: 10.1038/srep26137. PMID: 27188851; 
PMCID: PMC4870615. 

（3） Miyoshi Y, Hamase K, Tojo Y, Mita M, Konno R, Zaitsu K. Determination of D-serine and D-
alanine in the tissues and physiological fluids of mice with various D-amino-acid oxidase 
activities using two-dimensional high-performance liquid chromatography with fluorescence 
detection. J  Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci. 2009 Aug 15;877(24):2506-12. 
doi: 10.1016/j.jchromb.2009.06.028. Epub 2009 Jun 23. PMID: 19586804. 

（4） Kongpracha P, Wiriyasermkul P, Isozumi N, Moriyama S, Kanai Y, Nagamori S. Simple But 
Efficacious Enrichment of Integral Membrane Proteins and Their Interactions for In-Depth 
Membrane Proteomics. Mol Cell Proteomics. 2022 May;21(5):100206. doi: 
10.1016/j.mcpro.2022.100206. Epub 2022 Jan 25. PMID: 35085786; PMCID: PMC9062332. 

（5） Nagamori S, Wiriyasermkul P, Guarch ME, Okuyama H, Nakagomi S, Tadagaki K, Nishinaka 
Y, Bodoy S, Takafuji K, Okuda S, Kurokawa J, Ohgaki R, Nunes V, Palacín M, Kanai Y. Novel 
cystine transporter in renal proximal tubule identified as a missing partner of cystinuria-related 
plasma membrane protein rBAT/SLC3A1. Proc Natl Acad Sci U S A. 2016 Jan 19;113(3):775-
80. doi: 10.1073/pnas.1519959113. Epub 2016 Jan 6. PMID: 26739563; PMCID: PMC4725474. 

（6） Sasabe J, Suzuki M, Miyoshi Y, Tojo Y, Okamura C, Ito S, Konno R, Mita M, Hamase K, Aiso 
S. Ischemic acute kidney injury perturbs homeostasis of serine enantiomers in the body fluid in 
mice: early detection of renal dysfunction using the ratio of serine enantiomers. PLoS One. 2014 
Jan 29;9(1):e86504. doi: 10.1371/journal.pone.0086504. PMID: 24489731; PMCID: 
PMC3906037. 

（7） Wiriyasermkul P, Moriyama S, Suzuki M, Kongpracha P, Nakamae N, Takeshita S, Tanaka Y, 
Matsuda A, Miyasaka M, Hamase K, Kimura T, Mita M, Sasabe J, Nagamori S. A multi-
hierarchical approach reveals D-serine as a hidden substrate of sodium-coupled monocarboxylate 
transporters. eLife. 2024 Apr 23;12:RP92615. doi: 10.7554/eLife.92615. PMID: 38650461; 
PMCID: PMC11037918. 

 AKI

図６：正常および障害時における腎近位尿細管 D-セリン輸送システム 
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